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第 1章 要旨 
 
生体の表面に位置する皮膚表皮は、外界からの異物侵入を防ぐと共に体内からの過度な
水分蒸散を防ぐバリア機能を発揮している。このためには、表皮中の表皮細胞が正常に角化
することにより、最適な厚さの角質層を維持することが重要である。この角化の過程では、イ
ンボルクリン  (involucrin) やロリクリン  (loricrin) がトランスグルタミナーゼ 1 
(transglutaminase-1；TGase-1) により細胞膜内側に架橋された不溶性の膜であるコーニフ
ァイドセルエンベロープ (cornified cell envelope；CCE) が形成される。以前、細胞内で小胞
輸送を媒介するt-SNAREタンパク質ファミリーの 1 つであり、皮膚では真皮の線維芽細胞に
発現しているシンタキシン 2 (syntaxin-2 (別名epimorphin) ) が細胞外刺激により細胞の内
側から外へ分泌され、表皮角化細胞の角化を抑制することが報告されている。今回、
epimorphinと同じsyntaxinファミリータンパク質のうち表皮角化細胞に発現しているsyntaxin-
4 が細胞の外へと提示されることが明らかになった。さらに初代表皮角化細胞を用いた実験
から角化のステップで起こる細胞内カルシウム濃度上昇に伴い細胞外提示が促進された。そ
してこの細胞外に提示されたsyntaxin-4 の活性はCCE形成を促進するという、細胞外
epimorphinとは全く逆の活性であった。細胞外syntaxin-4 の活性中心を明らかにするために
変異体を作製しその活性を調べた。細胞外epimorphinの活性中心がへリックスb (helix b) 
後方 6 アミノ酸であることをもとに予想した細胞外syntaxin-4 の角化における推定活性中心
領域 「AIEPQK」 (アミノ酸 103-108) を欠損させたもの、推定活性中心領域を細胞外
epimorphinの活性中心領域に置き換えたもの、推定活性中心領域の前にグリシンを 4 個挿
入したものは、CCE形成において、細胞外syntaxin-4 の活性を発揮しなかったことから細胞
外syntaxin-4の角化における活性中心はhelix b後方 6アミノ酸 「AIEPQK」 であることが明
らかになった。さらにepimorphinの活性中心をもとに作製した活性阻害環状ペプチドを模倣
することで、細胞外syntaxin-4 の活性阻害環状ペプチド (ST4n1) を作製した。ST4n1 は細
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胞外syntaxin-4 が促進するCCE形成および、表皮角化細胞を多層化させた培養系において
細胞外syntaxin-4 が誘発する角質肥厚やTGase-1 の異常発現を抑制した。加えて、ST4n1
はテープストリッピングにより誘発される表皮・角質肥厚をも抑制した。これらの結果は、表
皮・角質肥厚を誘発する原因の一つがsyntaxin-4 の細胞外への提示であり、ST4n1 がこの
異常を治癒させる能力を有することを示唆している。 
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第 2章 序論 
 
皮膚表皮の機能と構造 
ヒトの体表面全体を覆っている皮膚の機能が失われてしまえば、我々は生きることができ
ない。 皮膚は体内からの水分蒸散、細菌やウイルス感染、さらには有害物質による曝露等
から身を守る最初の防御壁となる。また、皮膚は個体全体を被うことで、体温、感覚、免疫を
調節するなど、様々な機能を荷なう重要な臓器でもある。ヒトの皮膚は他の内臓臓器とは異
なり、外界と直接接触する臓器であるがゆえに、特異的な機能と構造を持っている。皮膚は
大まかに内部から皮下組織・真皮・表皮の 3層で構成されている。最外層に位置する表皮は
多層の細胞から成る厚さ平均 0.2 mmの組織である。表皮を構成する細胞の 95 %は表皮
角化細胞であり、最下層の表皮角化細胞は上の層に向かうにつれて形態的にも質的にも非
常にダイナミックな分化を経て最終的に細胞内小器官を失った角質となり角質層を形成す
る。このように表皮角化細胞が分化し角質になることを 「角化」 という。皮膚機能が総合的
に発揮されるためには、表皮角化細胞が角化し角質層を形成することが非常に重要である
(図 1)1-6。 
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表皮の角化段階の異なる表皮角化細胞から成る多層構造は構造的な特徴から、4つの層 
(内部から、基底層、有棘層、顆粒層、角質層) に分類される。最下層の基底層の細胞は立
方体～円柱状で中間系フィラメントであるケラチン 5 (keratin-5) や keratin-14を発現してい
る 7-9。この層に位置する細胞のみが分裂能を有し、通常、これらの細胞がほぼ同じ速度で細
胞分裂を繰り返すことで表皮内における細胞量が一定に保たれ、表皮構造が維持されてい
る。分裂により基底層から上へと押し上げられた細胞はお互いに棘でつながっているように
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見えることから、これらの細胞から成る層は有棘層と呼ばれている。有棘層の細胞は基底層
の細胞よりも大きく、核はクロマチンが少なく円形になり、有棘層の下層の細胞形態は多角形
であるが、上層へ向かうにつれて扁平となる。また、keratin-5 と keratin-14の代わりに
keratin-1 と keratin-10を発現するようになり、さらに表皮組織の強靭なバリアの源となるイン
ボルクリン (involucrin) やプロフィラグリン (profilaggrin) などの構造タンパク質の発現が
開始される。さらに上層と押し上げられさらに扁平になった細胞層の細胞は、層板顆粒 (ラメ
ラボディ；lamellar body) やケラトヒアリン顆粒に代表される顆粒分子の発現が確認されるこ
とから顆粒層と呼ばれている 7-9。ラメラボディにはセラミド・コレステロール・遊離脂肪酸・硫酸
コレステロールなどの脂質が入っている。一方、ケラトヒアリン顆粒の中にはフィラグリン 
(filaggrin) の前駆物質である profilaggrinが封入されている。profilaggrinは角化の過程で
脱リン酸化などの作用により filaggrinに分解される。遊離された filaggrinは表皮ケラチノサ
イトの細胞質内で keratin線維を凝集させることで表皮組織の物理的強度を保持する 15-18。
また、顆粒層の細胞は表皮組織の強靭なバリアの源となるロリクリン (loricrin) を発現する
ようになる。さらに上層に向かい角質となる直前に全ての細胞内小器官を消失させる。そし
て、involucrinや loricrin といった構造タンパク質がカルシウム依存性の酵素 TGase-1によ
り細胞膜の内側に共有結合で架橋されることにより、高濃度の界面活性剤や還元剤存在下
でも溶出しない強靭で巨大な不溶性構造物である CCEが形成される (図 2)2,10。 
9 
 
 
 
 
 
表皮の層は上層ほどカルシウム濃度が高く、これにより細胞内の CCE前駆体の蓄積が促
進されると同時に TGase-1が活性化され、CCE形成が促進される。この CCEが正常に形
成されることが、バリア機能が発揮に必要であるということが報告されている 10,11。CCE形成
と同時にラメラボディから脂質が細胞間隙に放出され、これらが角質の周囲を取り巻き、角質
層の水分保持に重要な役割を果たしている。また、ラメラボディから放出された硫酸コレステ
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ロールは角質層でカルシウムを介しての細胞の層構造を接着・安定化させている 12-14。顆粒
層より上の角質層の細胞は、膜状となり重層化している。角質上層ではカスパーゼ 14 
(caspase-14) の酵素活性により filaggrinが天然保湿因子 (natural moisturizing factor；
NMF) にまで分解され表皮組織の水分保持や紫外線の防御に関与することが報告されてい
る 15-18。 また、角質上層に向かうにしたがって、分解酵素のステロイドスルファターゼやリパ
ーゼにより角質細胞間の脂質が分解され、次にプロテアーゼの作用によって細胞間接着が
分解され、最終的に角質は徐々に剥離・脱落していく 14。 
このように表皮組織はその基底層の細胞の持続的な細胞分裂、角化、および剥離とのバ
ランスを正確に保つことで、常に一定の厚さと構造を維持している。角化の過程で異常が起こ
り、角化が抑制されると角質層が形成されず皮膚表皮はバリア機能が発揮できない。逆に角
化のある段階が過剰に促進されると、不完全な CCEの形成や NMFなどの保湿因子の産生
が追い付かず NMF が不足することにより脆弱な表皮が形成され十分なバリアが作れず 19、
炎症反応が促進される 20-22。実際、バランスが壊れると、不全角化症や異常角化症はもとよ
り、アトピー性皮膚炎などの皮膚病の発症につながることが古くから指摘されてきた 10, 23, 24。
この炎症反応を抑制するためにしばしばステロイド剤が使用されているが、ステロイド剤には
皮膚の委縮・末梢血管の拡張・ニキビ誘発などの副作用があることが報告されている 25-27。
表皮細胞の角化自体を制御することができれば、角化異常に伴う炎症反応を抑制できると考
えられる。 
多くの個々の細胞の運命、例えば増殖、移動、分化ならびに他の細胞との相互作用は、周
囲の細胞からの影響を含めた直近の環境から受け取る情報に支配される。この情報は、しば
しば分泌ポリペプチド (例えば、増殖促進因子、分化誘導因子、神経ペプチドおよびホルモン
など) により仲介され、多様な細胞表面受容体又は膜結合タンパク質により受け取られ伝達
される。従って、常に更新される皮膚においては、近隣からのパラクライン、オートクライン因
子と表皮角化細胞の受容体の相互作用によって引き起こされるシグナル伝達網の均衡が皮
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膚の恒常性を維持する上で極めて重要な意味をもつと考えられる 28-30。例えば、上皮成長因
子受容体 (epidermal growth factor receptor；EGFR) のリガンドである上皮成長因子 
(epidermal growth factor；EGF) は皮膚の表皮角化細胞の角化過程における細胞動態およ
び層構造の形成において重要な役割を担うことが示唆されている 31,32。EGFR のノックアウト
マウスでは、非常に数層が少ない表皮しか形成されないことからも、EGFR の活性化が表皮
の多層化に関与していることの裏付けとなる 32,33。一方で、過度な EGFRの活性化は皮膚癌
の原因になることは言うまでもないが、基底層の細胞の増殖を飛躍的に促進することにより、
表皮の肥厚化および角化の不十分な角質層を形成することが報告されている 34。  
 
 
syntaxinの機能 
t-SNARE (target- soluble NSF attachment protein receptor) タンパク質として知られて
いる syntaxin というタンパク質ファミリーがある。syntaxin ファミリータンパク質は N末端から
3つのα - helix  (helix a,b,c)、SNARE ドメイン、膜貫通領域 (transmembrane；TM) より
構成されている (図 3)。 
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これらの C末端側の TM領域は膜に固定されており、SNARE領域を介して、細胞内の小胞
輸送における標的膜への膜融合の最初の段階に関与する (図 4) 35-37。 
 
 
 
 
 
 
真核生物には 15種類のシンタキシンファミリータンパク質が存在しているといわれている。そ
の中でも、syntaxin-1、epimorphin (別名 syntaxin-2)、syntaxin-3、syntaxin-4 が細胞膜の
内側にアンカーされていることが報告されている (表 1) (図 5)38。 
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表 1;哺乳類で発現している syntaxin ファミリータンパク質の局在と機能 39 
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syntaxin-1は特に脳に多く発現しており 39、epimorphin、syntaxin-3、syntaxin-4は様々な組
織に発現していることが知られている 38。その中でも epimorphin は SNARE タンパク質とし
て小胞輸送に関与するだけでなく外部刺激に応じて細胞外に分泌されると、形態形成因子と
して機能も発揮する 40,41。シグナルペプチドを持ち ER-ゴルジ経路を介して細胞外へ運ばれ
るのではなく、epimorphin のようにシグナルペプチドを持たず ER-ゴルジ経路とは別の経路
を介して細胞外へ運ばれた分子は、そのもともとの細胞内における役割とは別に予想外の機
能を発揮する可能性を秘めている 42-44。また、これらの分子が細胞膜の細胞質側で待機し
ている場合には、細胞は必要に応じてこれらを瞬時に (転写・翻訳のプロセスが不要) 細胞
外に提示・利用できる 45,46。皮膚において真皮層の線維芽細胞に強く発現している
epimorphin は、細胞膜の細胞質側でホスファチジルセリンと結合しているシナプトタグミンや
アネキシンⅡと複合体を形成しているが、オレイン酸などの不飽和脂肪酸やカルシウム流入
などの細胞ストレスにより、ホスファチジルセリンの膜転移に伴い即座に細胞外へ提示された
後、切断され細胞外へ分泌される 47。分泌された epimorphinは、表皮層の表皮角化細胞の
受容体インテグリンα v β 1 に作用し、表皮角化細胞の角化異常を誘発する。また、この表
皮角化細胞の受容体に作用する epimorphin内部のコア配列は N末端から 95-100番目の
アミノ酸 SIEQSC (活性中心) であり、この部位が epimorphin が表皮角化細胞の分化異常
を誘発する活性中心と示唆されている 48。さらに、細胞外に分泌された epimorphin が誘導
する分化異常を抑制する目的で epimorphinの活性中心を環状化した数種のペプチドが作ら
れた。その数種のペプチドのうち epimorphin の活性中心であるアミノ酸 SIEQSC の N 末端
側にシステインを付加し、C 末端と N 末端のシステイン同士をジスルフィド結合により環状化
したペプチド (EPn1) が細胞外に分泌された epimorphin が誘導する分化異常 (角化が抑
制され最外層に核が残る) を抑制する、アンタゴニストとしての機能を発揮することが明らか
となった (図 6) 48。 
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皮膚には epimorphinの他に同じく syntaxin ファミリータンパク質に属す、細胞膜に TMが
埋め込まれている syntaxin-4発現している 49。syntaxin-4 と epimorphinはアミノ酸配列の
相同性が 40 %程度であるが、分子量および 2次構造が非常によく似ている (図 7) 50-53。
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syntaxin-4 は細胞膜の細胞質側に局在しており、v-SNARE やアクチン細胞骨格と直接相互
作用すると言われている 35,54。しかし、syntaxin-4も epimorphinのように細胞外へ出た後に
他細胞の受容体へ作用しシグナルを送る可能性も考えられるが未だ明らかとなっていない。
ヒトとマウスでは相同性が 90%と高く、他の生物種においても syntaxin-4 は保存されている 
(図 8)。 
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第 3章 本研究の目的 
 
 現在、角化異常によるバリア機能欠損により炎症反応が誘発された皮膚疾患に対しては、
その炎症反応を抑制するためにステロイド剤が頻繁に処方されている。ステロイド剤は皮膚
の萎縮、免疫低下に伴うにきび・ヘルペス・カンジダなどの感染増加・末梢血管の拡張などの
副作用が報告されているが、炎症反応を抑制するために有効な薬がステロイド剤以外に現
在存在しない。そこで、私は、炎症反応が誘発される前に起こる角化異常を抑制することで皮
膚疾患の発症を減らせるのではないかと考えた。現在までに増殖因子・分化因子、血液・リン
パ液から供給される因子についての研究 32,55,56 が行われているが未だ角化異常を起こした
表皮構造自身を正常化する有効で安全性の高い薬剤がない。そこで私は、最も外部環境か
らの刺激を直接受けやすい皮膚において、外部刺激により細胞自身が生産することが報告 
されている syntaxin ファミリータンパク質に着目した。syntaxin ファミリータンパク質の中でも
皮膚表皮細胞への影響が明らかとなっている epimorphin の知見をもとに、epimorphin と 2
次構造が似ており、細胞膜内側にアンカーされている syntaxin-4 に注目した。そして、
syntaxin-4 も epimorphin と同様に外部からの刺激により細胞外へと分泌され表皮角化に影
響を与えているのではないかと予想した。さらに、epimorphin は真皮の線維芽細胞に発現し
ているのに対し、syntaxin-4 は角化を起こす表皮角化細胞自身が発現していることから、
epimorphin よりも syntaxin-4 の方がより直接的に表皮角化細胞の角化に関与しているので
はないかと予想した。また、前述したように syntaxin-4は epimorphin と 2次構造が似ている
ことから、もし syntaxin-4が細胞外において表皮細胞の角化に影響を与えるのであればその
活性中心は epimorphinの活性中心領域に相当する領域なのではないかと考えた。そしてそ
の syntaxin-4 の角化に影響を与える活性中心領域を合成し環状化したペプチドが
epimorphin の場合と同様にアンタゴニスト活性を発揮するのではないかと予想した。このア
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ンタゴニストが完成すれば表皮角化細胞の角化を制御することが可能だという考え、皮膚に
おける syntaxin-4 の機能を解明および syntaxin-4 のアンタゴニストを作製し、これにより表
皮角化細胞の角化を制御することにより炎症反応の前に起こる角化異常を抑制することを目
的とした。 
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第 4章 材料と方法 
 
1. 細胞 
ヒト表皮角化細胞 HaCaT 細胞および NIH-3T3 線維芽細胞由来のウイルスエンベロープ
タンパク質産生細胞である retro pack PT67 (PT67) 細胞は、DMEM/Ham’s F12 (DH) 
(sigma 社製 ) に、最終濃度が 10 %となるように熱非働化処理をした牛胎仔血清 
(hyclonethermo社製 Lot. No. AUL56102) を加えた培地 (DH10) にさらに 50 U/mL ペニ
シリン （meiji seika ファルマ社製）、50 μg/mL ストレプトマイシン (meiji seikaファルマ社製) 
を添加した。ヒトの 14週男性胎児肺からえられた細胞であるMRC-5細胞は、MEMα (gibco
社製) に最終濃度が 10%となるように熱非働化処理をした牛胎仔血清を加えた培地 (MEM
α10) を用いた。初代ヒト表皮角化細胞は、keratinocyte basal medium-2培地 (lonza社製) 
に KGM-2 添加因子セット (lonza 社製) を添加した培地を用いた。すべての細胞は 37℃、
5％二酸化炭素濃度を維持する炭酸ガス恒温培養装置中で無菌的に培養した。 
 
 
2. 発現コンストラクトの作製 
導入した遺伝子を安定的に発現する表皮角化細胞を得るためにレトロウイルスを用いた。
その際、pQCXINレトロウィルスベクター (クロンテック社製) を使用した (図 9)。 
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発現コンストラクトの鋳型として、当研究室で既に作製されていた、pQCXIN ベクターの Not
Ⅰサイトと EcoRⅠサイトに IL-2 のシグナルペプチド (ER-ゴルジ経路で細胞外へ提示され
る) および T7 タグが付加された syntaxin-4 (NCBI-geneID:20909) が挿入されたコンストラ
クト sig-T7-syntaxin-4-pQCXINを用いた。 
 
 
 
sig-syntaxin-Δ 4-pQCXIN、sig-syntaxin-(2) 4-pQCXIN、sig-syntaxin-G4-pQCXINの作製 
(図 10) 
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syntaxin-Δ 4 (Stx-Δ 4) (図 10-(b)) の推定活性中心よりも前方側 (前半) は、sig-T7-
syntaxin-4-pQCXINを鋳型として、プライマー1 (5’-AAAGAATTCATGTACAGGATGCAG-
3’)、2 (5’-TTTTAGCTGCGCCCGGACC-3’) および Ex taq (takara社製) を用い PCRに
より syntaxin-4の N末端側に制限酵素 EcoRⅠサイトを付加した。後半部分はプライマー3 
(5’- GAGGAAGCTGATGAGAATTA-3’) と 4 (5’-TTTGAATTCTTATCCAACGGTTAT-
3’) を使用し C末端側に EcoRⅠサイトを付加した。 
 syntaxin-(2) 4 (Stx-(2) 4) (図 10-(c))の推定活性中心よりも前方側は、sig-T7-syntaxin-4-
pQCXINを鋳型として、プライマー1、5 (5’-
ACAGCTCTGCTAAATAGATTTTAGCTGCGCCCCGACC-3’) および Ex taq (takara社
製) を用い PCRにより syntaxin-4の N末端側に制限酵素 EcoRⅠサイトを C末端側に
epimorphinの活性中心配列を付加した。後半部分はプライマー3 と 4を使用し C末端側に
EcoRⅠサイトを付加した。 
syntaxin-G4 (Stx-G4) (図 10-(d)) の推定活性中心よりも前方側は、sig-T7-syntaxin-4-
pQCXINを鋳型として、プライマー1、6 (5’-
TCCTCCTCCTCCTTTTAGCTGCGCCCGGACCTC-3’) および Ex taq (takara社製) を
用い PCRにより syntaxin-4の N末端側に制限酵素 EcoRⅠサイトを付加し、C末端にグリ
シンを 4個付加した。後半部分はプライマー7 (5’-GCCATAGAGCCCCAGAAG -3’),4を使
用し C末端側に EcoRⅠサイトを付加した。 
 
ぞれぞれの前方と後方側断片を混合し、BKL (blunting kination ligation) kit (takara 社製) 
により PCR反応時に C 末端に付加されたアデニンを除去し、N 末端をリン酸化したのち、前
方と後方側断片をライゲーション試薬により連結させた。連結させた DNA断片を鋳型とし、プ
ライマー1、4 および Ex taq を用い PCR により増幅させた後、1 %アガロースゲルで電気泳
動により分離した後、SV gel and PCR clean-UP system kit (promega 社製) を用いゲル
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から抽出した。抽出した DNA 断片および pQCXIN ベクターを制限酵素 EcoRⅠで処理した
後、ベクターのみ BAP 処理およびフェノールクロロフォルム処理を行った。インサートとベクタ
ーを 1 %アガロースゲルで電気泳動により分離した後、SV gel and PCR clean-UP system 
kitを用いゲルから抽出した。インサートとベクターをライゲーション試薬により連結させた。 
以下に使用したプライマーの一覧を示す。 
プライマー1、フォワード；5’-AAAGAATTCATGTACAGGATGCAG-3’ 
プライマー2、リバース；5’-TTTTAGCTGCGCCCGGACC-3’ 
プライマー3、フォワード；5’- GAGGAAGCTGATGAGAATTA-3’ 
プライマー4、リバース；5’-TTTGAATTCTTATCCAACGGTTAT-3’ 
プライマー5、リバース；5’-ACAGCTCTGCTAAATAGATTTTAGCTGCGCCCCGACC-3’ 
プラーマー6、リバース；5’-TCCTCCTCCTCCTTTTAGCTGCGCCCGGACCTC-3’ 
プライマー7、フォワード；5’-GCCATAGAGCCCCAGAAG -3’ 
 
形質転換、コロニーPCR、プラスミド抽出 
syntaxin-Δ 4、syntaxin-(2) 4、syntaxin-G4のライゲーション反応液をそれぞれ takara E. 
coli JM109 competent cells (takara社製) に添加し、20分間氷上に置いた後、ヒートショッ
ク法 (42 ℃、1分間) により形質転換を行った。菌液を 6,000 rpmで 15分間遠心し集菌し
た大腸菌をアンピシリン入り寒天培地プレートに播いた。翌日プレートに生えたコロニーから
ランダムに数個選び、それぞれを鋳型とし、プライマー2 と 8および quick taq HS dyemix 
(toyobo社製) を用いて PCRで増幅させた後、1 %アガロースゲルで電気泳動により分離
後、トランスイルミネーターで確認した。数個の目的に合うコロニーをアンピシリン入り LB培
地、37 ℃、16時間培養した。菌液を 6,000 rpmで 15分間遠心し集菌した大腸菌からmini 
plus kit (viogene社製) を用いプラスミドを回収した。抽出したプラスミドはプライマー8、9 
(5’-AGACCCCTAGGAATGCTCGT-3’) を用いシーケンスした後、適当なプラスミドで
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takara E. coli JM109 competent cells (takara社製) を形質転換し、この大腸菌からmidi 
plus kit (viogene社製) を用いプラスミドを抽出した (sig-T7-syntaxin-Δ 4-pQCXIN、sig-
T7-syntaxin-(2) 4-pQCXIN、sig-T7-syntaxin-G4-pQCXIN)。 
 なお、pQCXINベクターに挿入した遺伝子は IRES配列ならびにネオマイシン耐性遺伝子と
つながっており、G418耐性細胞は理論上全てが目的遺伝子を発現している (図 9)。 
以下に使用したプライマーの一覧を示す。 
プライマー2、リバース；5’-TTTTAGCTGCGCCCGGACC-3’ 
プライマー8、フォワード；5’-TGCAGGAATTGATCCGC-3’ 
プライマー9、リバース；5’-AGACCCCTAGGAATGCTCGT-3’ 
 
 
3. 遺伝子強制発現細胞の作製 
ベクターコンストラクトsig-T7-syntaxin-Δ 4-pQCXIN、sig-T7-syntaxin-(2) 4-pQCXIN、
sig-T7-syntaxin-G4-pQCXINを用い組換えレトロウイルスを調製するため、PT67細胞 (クロ
ンテック社製) を 6穴プレートに 1穴につき 1.0x106 個の密度で播種し、DH10で培養した。
翌日、培地をopti-MEM培地 (gibco社製) に交換し、作製したベクターコンストラクトsig-T7-
syntaxin-Δ 4-pQCXIN、sig-T7-syntaxin-(2) 4-pQCXIN、sig-T7-syntaxin-G4-pQCXINをリ
ポフェクトアミン試薬 (invitrogen社製) を用いPT67細胞に導入した (PT67-sig-T7-
syntaxin-Δ 4 細胞、PT67-sig-T7-syntaxin-(2) 4 細胞、PT67-sig-T7-syntaxin-G4 細胞)。
遺伝子導入 2日後にウイルス粒子を含む培養上清を回収し、フィルター (孔径 0.45 μm ス
ーポアメンブレン) 付きシリンジを用い細胞および夾雑物を除去し、組換えウイルス溶液とし
た。目的タンパク質をHaCaT細胞で発現させるため、HaCaT細胞を 6穴プレートに 1穴につ
き 2.0x105個を播種し、DH10培地で培養した。翌日、培地に調製したウイルス溶液を加え
た。1日ごとに新しいウイルス入りDH10培地に交換し、3日目にG418 (gibco社製) 含有
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DH10培地に交換し、薬剤耐性を示す細胞を選択し、HaCaT-sig-T7-syntaxin-Δ 4細胞、
HaCaT- sig-T7-syntaxin-(2) 4 細胞およびHaCaT-sig-T7-syntaxin-G4細胞とした。 
なお、目的タンパク質の分泌および細胞外表面提示を調べた実験には、当研究室で既に
作製されていた、pQCXINにT7 タグが付加されたepimorphin 57,58、syntaxin-4 または
syntaxin-6 (NCBI-geneID: 58244) がNotⅠサイトとEcoRⅠサイトに置換・挿入されたベクタ
ー  (T7-epimorphin-pQCXIN、T7-syntaxin-4-pQCXIN、T7-syntaxin-6-pQCXIN)もしくは
pQCXINカラベクターをPT67 細胞に遺伝子導入し、生産させたレトロウイルスをHaCaT細胞
へ感染させることでそれぞれを安定的に強制発現させた細胞 (HaCaT-T7-epimorphin細胞、
HaCaT-T7-syntaxin-4細胞、HaCaT-T7-syntaxin-6細胞、HaCaTカラベクター細胞) を用い
た。また、角質化の評価、分化マーカーの発現を調べる実験においては、当研究室で既に作
製されていたpQCXINにIL-2 のシグナルペプチド (ER-ゴルジ経路で細胞外へ提示される) 
およびT7 タグが付加されたepimorphin、syntaxin-4 がNotⅠサイトとEcoRⅠサイトに置換・
挿入されたベクター (sig-T7-epimorphin-pQCXIN、sig-T7-syntaxin-4-pQCXIN) もしくは
pQCXINカラベクターをPT67 細胞に遺伝子導入し、生産させたレトロウイルスをHaCaT細胞
へ感染させることでそれぞれを安定的に強制発現させた細胞 (HaCaT-T7-epimorphin細胞、
HaCaT-T7-syntaxin-4 細胞、HaCaT-T7-syntaxin-6 細胞、HaCaT-カラベクター細胞) を用
いた。 
 
 
4. 組換えタンパク質の作製 
組換えタンパク質 green fluorescent protein (GFP)、syntaxin-4は takara competent cell 
BL21 (takara 社製) に発現させた。組換えタンパク質 GFP および syntaxin-4 を作製するた
めに使用したコンストラクトは当研究室で既に作製されていた。これらは N 末端に His タグ 
(ヒスチジン 6個) を付加し、syntaxin-4は全長から SNARE領域と TM領域を欠損させてあ
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り、これらのインサートをタンパク質高発現ベクターpET3a べクター (novagen 社製) の
EcoRⅠサイトに組み込んだベクター (GFP-pET3aおよび syntaxin-4-pET3a) を用いた 58。 
各種プラスミド (GFP-pET3aおよび syntaxin-4-pET3a) で takara competent cell BL21
を形質転換後、アンピシリン含有 LB培地に播き、30℃で 16時間振盪培養後、終濃度 2 mM
の IPTG (takara 社製) によりタンパク質の発現誘導を行った。30℃で 2 時間振盪培養した
後、菌液を 5,000 rpm、10 分間、4 ℃で遠心し大腸菌を回収した。回収した大腸菌を
lysozyme (sigma 社製 ) を 2 mg/mL の濃度に添加した洗浄用緩衝液  (0.1 M 
NaH2PO4/0.01 M Tris-HCl [pH 8.0] ) に懸濁し、30分間反応させた。-80 ℃で 1時間イン
キュベートした後、室温で溶かすという行程を 3 回繰り返した。菌液に 1 mg/mL の DNase 
(sigma社製) を 100 μL添加し 1時間 37 ℃に置いた。菌液がさらさらになったところにウレ
ア溶液 (洗浄用緩衝液にウレアを 8 M の濃度に添加した溶液) を加え氷上で超音波破砕し
た。得られた破砕液は 7,000 rpm で 30 分間、常温で遠心し上清を回収した。Ni-NTA-
agarose カラム (qiagen社製) をウレア溶液で平衡化した後、先ほどの上清を通し、his タグ
融合タンパク質をカラムに吸着させた。PBS (リン酸緩衝液)  とウレア溶液で洗浄後、イミダ
ゾール溶液 (PBS に 250 mM の濃度にイミダゾールを添加し、pH8.0 に合わせた溶液) で
溶出した。溶出したタンパク質溶液を透析チューブ (分画分子量:10,000) (spectrum labs社
製) に入れ、1 L の PBS で 12 時間ずつ、合計 3 回 PBS を入れ替え透析した。透析したタ
ンパク質溶液を回収し、13,000 rpm、30分間、4℃で遠心し、上清 (可溶性画分) を回収した 
(組換えタンパク質 GFPおよび syntaxin-4) 。 
 
 
5. syntaxin-4のアンタゴニスト作製 
EPn1 というペプチド (epimorphinの細胞外において表皮角化細胞の受容体へ結合すると
考えられているアミノ酸配列 (活性中心) SIEQSC (アミノ酸 95-100) のN末端側にシステイ
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ンを付加し、C末端とN末端のシステイン同士をジスルフィド結合により環状化したペプチド) 
に倣いST4n0、ST4n1、ST4gabaというペプチドを設計した (図 11)。 
 
 
 
 
これらのペプチドはsyntaxin-4 の細胞外において表皮角化細胞の角化などに影響を与える
機能の推定活性中心AIEPQK (アミノ酸103-108) を基本として設計した。ST4n0はAIEPQK
のN末端側およびC末端側にシステインを付加した。ST4n1 はAIEPQKのN末端側にグリシ
ンとシステインを付加し、C末端側にシステインを付加した。ST4gabaはAIEPQKのN末端側
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にGABA：γ(gamma)-aminobutyric acidとシステインおよびC末端側にシステインを付加した。
これらをN末端側とC末端側のシステイン同士のジスルフィド結合により、環状化したペプチド
48を神戸天然化学に外注した。 
なお、syntaxin-4 の細胞外において表皮角化細胞の分化などに影響を与える機能の推定
活性中心とは、2次構造上においてepimorphinのSIEQSC (アミノ酸 95-100) に相当する配
列である。ペプチドST4n1は逆相クロマトグラフィーにより 97%以上のものである。 
 
 
6. 3次元皮膚培養モデル作製 
 
 
32 
ヒト線維芽細胞であるMRC-5 細胞を 1 穴に 6.8x104 個になるよう、タイプⅠコラーゲンゲ
ルミックス溶液 (セルマトリックスタイプⅠ-A (新田ゼラチン株式会社) : 10×DH (gibco社
製) : 再構成緩衝液=8:1:1) に懸濁し、24穴プレート用 1.0 µm 穴セルカルチャーインサート 
(BD falcon社製) に 0.4 mLずつ注ぎ、37 ℃、5 ％二酸化炭素下にて 1時間インキュベート
した (図 12)。なお、再構成緩衝液は、HEPES 4.8 gを 超純水 50 mLに混合した後、1 M 
水酸化ナトリウム 16 mLを加え、超純水で 100 mLにメスアップし作製した。ゲルの表面を細
胞が接着しやすいようにフィブロネクチン (BD社製) でコートし、37 ℃、 5％二酸化炭素下
にて 1時間インキュベートした。ゲル上をPBSで洗浄し、DH10に懸濁したHaCaT細胞をゲル
上に 1.0x106個播いた。翌日、DH10 から 3 次元培養用培地 (DH10 にハイドロコルチゾン 
(0.4 μg/mL) (sigma社製)、アスコルビン酸 (50 μg/mL) (sigma社製) 、ゲンタマイシン (1 %) 
(BD falcon社製) およびインスリン (5 μg/mL) (sigma社製) を混合) に交換し、培養した。 3
日後、ゲル上の培地を除き、気相曝露し 3 週間培養した。なお、2 日に 1 回の頻度でセルカ
ルチャーインサートの下側の培地交換を行った。 
 
 
7. マウスの胎児の皮膚培養 
妊娠 13 日目の胎児 (日本SLC社製) の皮膚を採取し、培地に浮かべたメンブレン上に置
きマウス胎児の背中の皮膚または、上顎皮膚を培養した。マウス胎児の背中の皮膚は 5 日
間、GFPあるいはsyntaxin-4の組換えタンパク質を培地に添加し (50 μg/mL) 培養を行った。
上顎皮膚は 1 週間、コントロール抗体としてAHFという内毛根鞘の構成成分でケラチン 
(keratin；細胞骨格タンパク質）を集合させる機能を持つタンパク質の抗体あるいはsyntaxin-
4の抗体を培地に添加し (1 %) 培養した。 
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8. テープストリッピングによる角質肥厚誘導 
7週齢のメスのヘアレスマウスHR-1 (日本エスエルシー株式会社) の片側半分にテープを
張り剥がす (テープストリッピング) という操作を 15 回繰り返し行った。その後、テープストリ
ッピングを行った部分に 1日 1回、100 μLのペプチド溶液 (10 μg/mL の濃度で 50 ％ エタ
ノールに溶解した溶液) を 5日間塗布した。このマウスの皮膚表皮表面を拡大カメラdino-lite 
(サンコー社製) にて撮影した。その後、このマウスの皮膚を採取し、OCTコンパウンドで包埋
後、クライオスタットを用いて凍結切片を作製し、凍結切片をヘマトキシリンで染色後、角質層
や表皮層の厚さを測定した。 
 
 
9.マグネシウム欠乏による角質肥厚誘導 
 4週齢のメスのヘアレスマウスHR-1 (日本エスエルシー株式会社) を購入し、低マグネシウ
ム飼料 (星野社製) を約 1か月半与えることにより表皮の肥厚化を誘導した。 
 
 
10. ウエスタンブロッティング 
培養細胞を 1×SDSサンプルバッファーで処理して細胞抽出液を作製した。試料は 12 ％
アクリルアミドゲルを用いて、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) により展
開後、イモビロン-P PVDFメンブレン (millipore社製) に転写し、TBS  (トリスヒドロキシメチ
ルアミノメタンを 50 mM、塩化ナトリウムを 150.6 mM、塩化カルシウムを 1.3 mM含む水溶
液を塩酸でpHを 7.4 に合わせた溶液) にて希釈した 5 %スキムミルクを用いて 60 分間ブロ
ッキングした。メンブレンはそれぞれHRP標識抗T7 抗体 (1:1000) (novagen社製)、抗
epimorphin 抗 体  (1:200) 、 抗 syntaxin-4 抗 体  (1:200) 、 TGase-1 (santa cruz 
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biotechnology社製)、 involucrin (santa cruz biotechnology社製) および抗βアクチン抗体 
(1:1000) (sigma社製) とHRP標識抗マウスIgG抗体  (1:1000) (GE healthcare社製)、 
HRP標識抗ラビットIgG抗体 (1:1000) (GE healthcare社製) と反応させた。最後に、ECL 
plus キット (GE healthcare社製) を用いて検出した 59。定量化は解析ソフトimage Jにより
行った。 
 
 
11. syntaxin-4の分泌誘導および免疫沈降法を用いた検出 
T7 タグを付加したsyntaxin-4、epimorphin、syntaxin-6、あるいはカラベクターを強制発現
させたPT67 細胞もしくはHaCaT細胞を 6 穴プレートに細胞密度 80 %で播いた。3 日後に
100 μMのシクロへキシミド (biovision社製) による刺激を与えた。翌日に培養上清を回収し、
細胞は細胞溶解緩衝液 (TBS中に 1 % Triton X-100 (和光純薬工業社製)、0.1 %アジ化ナ
トリウム (和光純薬工業社製)、プロテアーゼ阻害剤カクテル (ナカライテスク社製) を混合し
た溶液) に溶解した。培養上清および細胞溶解緩衝液に溶かした細胞溶液を 13,000 rpmに
て 30 分間遠心後、それぞれの上清のみを回収した。これらに、抗T7 抗体 (1:1000) 
(novagen社製) を添加し、1 時間反応させた。そこへプロテインGビーズ (GE healthcare社
製) を添加した。1 時間反応させた後、ビーズを細胞溶解緩衝液で洗浄し、1×SDSサンプル
バッファーを添加後、ウエスタンブロッティング法にて目的のタンパク質を検出した。 
 
 
12. 細胞表面のタンパク質のビオチンラベル化による検出 
HaCaT細胞にT7タグを付加したsyntaxin-4、epimorphin、syntaxin-6、あるいはカラベクタ
ーをレトロウイルスを用い安定的に強制発現させた細胞を 8 穴チャンバースライドに細胞密
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度 80 %で播いた。2日後に 100 μMのシクロへキシミドにより刺激を与えた。3日後、培養上
清を捨て、PBS で 2回洗浄後、PBS で希釈した 100 μg/mLのsulfo-NHS-biotin (thermo社
製) を添加し、15 分間反応させた。反応液を捨て、DH10 培地で洗浄し反応を停止させた。
細胞溶解緩衝液 (TBS中に 1 % Triton X-100、0.1 %アジ化ナトリウム、プロテアーゼ阻害剤
カクテルを混合) を添加しエッペンドルフチューブに回収した後、13,000 rpm、30 分間、遠心
し上清を回収した。ストレプトアビジンアガロースビーズ (invitrogen社製) を添加し 1 時間転
倒混和した後、遠心し、細胞溶解緩衝液で 3 回洗浄した後、1×SDSサンプルバッファーを添
加した。目的のタンパク質をウエスタンブロッティング法によりHRP標識抗T7抗体を用い検出
した。 
 
 
13. 蛍光免疫染色 
培養細胞の染色では、セルマトリックスタイプⅠ-A (新田ゼラチン社製) でコートした 8穴チ
ャンバースライド (nunc社製) に培養細胞を播き、染色前に上清を除いた。組織の免疫蛍光
染色では、組織をOCTコンパウンド (サクラファインテックジャパン社製) で包埋後、液体窒
素で凍結し、これらの 10 μm厚の薄切切片をクライオスタットで適宜作製した。 
冷メタノールで 10分間固定後、TBSで希釈した 5 %スキムミルク (BD社製) にて 30分間
ブロッキングした。TBSにて洗浄 (5 分×3 回) 後、1 次抗体を 5 %スキムミルクを含むTBS
で希釈し、1時間抗体を反応させた。 
ただし、細胞表面のタンパク質のみを染色する場合のみ、培養液中に 1 次抗体を添加し、
1 時間 37 ℃にインキュベートした後に培養上清を除去し、TBSで洗浄 (5 分×3 回) 後、冷
メタノールで 10分間固定した。 
TBSで 3回洗浄 (5分×3回) 後、2次抗体を 5 %スキムミルクを含むTBSで希釈し、1時
間反応させた。TBSにて洗浄 (5 分×3 回) 後、4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 
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(1:1000) (sigma社製) で染色し、封入した。サンプルは共焦点レーザー顕微鏡A1 (nikon社
製) を用いて観察した。 
以下、免疫染色に用いた抗体と希釈率を示す。1 次抗体は、抗epimorphin抗体 (1:100) 、
抗syntaxin-4 抗体 (1:100) 、抗TGase-1 抗体 (1:200) (biomedical technologies社製) 、
抗βアクチン (β - actin) 抗体 (1:100) (sigma社製) を使用した。なお、ポリクローナル抗
epimorphin抗体あるいは抗syntaxin-4 抗体はそれぞれ組換えタンパク質epimorphinあるい
は組換えタンパク質syntaxin-4 のhelix a,b,c領域をラビットに免疫することにより当研究室で
作製されたポリクローナル抗体である 57,58。2 次抗体は、alexa-flour488 標識抗ラビットIgG
抗体 (1:200) (molecular probe社製) およびCy3 標識抗マウスIgG抗体 (1:500) (GE 
healthcare社製) を使用した。 
 
 
14. ヘマトキシリン染色  
  ヘマトキシリン溶液を次のように調製した。ヘマトキシリン (merck 社製) 1 gを 10 mLのエ
タノール (96 ％) に溶解した溶液とカリウムミョウバン (キシダ化学社製) 20 gを 200 mLの
蒸留水に温めて溶解した溶液を混合した。次に 0.18 gの過マンガン酸カリウム (和光純薬工
業社製) を加え熱し、沸騰後 1 分以内に火を止め、冷却後、濾過した。ヘマトキシリン染色を
行う際は、組織を冷メタノール (和光純薬工業社製) で 10 分固定したのち、PBSで洗浄後、
ヘマトキシリン液に 2 分間浸し、その後、水道水で洗浄した。 
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15. 角化の評価 
表皮最終分化過程である角化状態を評価するにあたり、細胞にカルシウムイオノフォアを
作用させることで細胞膜内側にCCEが形成される系を利用した 48。HaCaT細胞を血清を添
加してないDMEM/HamsF12培地 (DH) に 1x105個になるよう懸濁し、カルシウムイオノフォ
アA23187 (sigma社製) を添加し (20 μg/mL)、5時間 37 ℃にてインキュベートした。5,000 
rpmで 5分遠心して回収した細胞を、PBS で洗浄後、2 % SDSおよび 20 mM dithiothreitol 
溶液中で 10 分間煮沸し、溶け残った細胞数 (コーニファイドセルエンベロープ形成細胞数) 
を光学顕微鏡下で計数した (図 13) 60 61 62。 
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16. データー処理  
 定量結果の有意差検定には少なくとも 3回の再現性確認実験とmann-whitney U検定を行
い、P < 0.05を有意水準とした。 
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第 5章 結果 
第 1節 syntaxin-4の細胞外局在 
syntaxin-4の皮膚における発現および局在の確認 
 
まず初めに、皮膚おいてsyntaxin-4が表皮層の表皮角化細胞に発現していることを確認し
た (図 1-1)。ヘアレスマウスの背部皮膚を切り取りOCTコンパウンドで包埋後、液体窒素で
凍結した。このサンプルから 10 µm厚の薄切凍結切片を作製し、免疫蛍光染色を行った。そ
の際、1 次抗体として、抗epimorphin抗体、抗syntaxin-4 抗体を、2 次抗体としてalexa-
flour488 標識抗ラビットIgG抗体をすべてのサンプルに反応させた後に、核をDAPIで染色し
た。蛍光免疫染色の結果、epimorphinは真皮層に発現していた (図 1-1-a)。一方で、
syntaxin-4 は表皮層に強く、真皮層に弱く発現していた (図 1-1-b)。表皮の表皮角化細胞
でsyntaxin-4 の発現が確認できたことから、次に表皮角化細胞に発現しているsyntaxin-4
が細胞外へ出るのか調べることとした。 
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syntaxin-4の細胞外提示・切断分泌 
 
皮膚真皮層の線維芽細胞に発現しているepimorphinは通常、細胞内で小胞の輸送を媒
介しているが、外部環境からの刺激に応答し、皮膚真皮層の線維芽細胞の細胞内から細胞
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外へ提示後、切断され、皮膚表皮層の表皮角化細胞の角化に影響を与えることが既に報告
されている 48。syntaxin-4 はepimorphinに 2 次構造が非常に良く似ていることから、表皮細
胞に発現しているsyntaxin-4 も線維芽細胞に発現しているepimorphinと同じく、何らかの細
胞ストレスにより、細胞内から細胞外に提示された後に切断され、細胞外で細胞内機能とし
てよく知られているSNAREタンパク質としての機能とは異なる、角化を制御するという機能を
発揮しているのではないかと考えた。そこでまず、epimorphinが分泌される条件下において
syntaxin-4が細胞内から細胞外へ提示された後に切断されるのかを調べた (図 1-2)。 
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カラベクター、T7 タグを付加したepimorphin、syntaxin-4 あるいはsyntaxin-6 を安定的に強
制発現させたヒト正常皮膚表皮角化モデル細胞 (HaCaT細胞) にepimorphinが分泌される
シクロへキシミド刺激を与えた際の、syntaxin-4 の細胞外分泌挙動を調べた。なお、細胞膜
にではなくER-ゴルジに局在するとされるsyntaxin-6 は分泌されないネガティブコントロールと
して使用した。その結果、HaCaT細胞においてepimorphinが分泌される刺激であるシクロヘ
キシミド刺激を与えてもsyntaxin-4 は培養液中に分泌されないことが明らかとなった (図 1-
2 )。真皮層の線維芽細胞に発現しており細胞外ストレスにより分泌され表皮角化細胞の角
化に影響を及ぼすepimorphinの場合とは異なり、syntaxin-4 は角化を起こす表皮角化細胞
自身が発現していることから、表皮角化細胞に発現しているsyntaxin-4 は細胞内から細胞外
へ提示されるのみで近隣の細胞に作用する可能性が考えられる。そこで、表皮角化細胞に
おいてsyntaxin-4が細胞外表面へ提示されるのか調べることとした。 
先ほどと同様にそれぞれのコンストラクトを強制発現させたHaCaT細胞をシクロへキシミド
により刺激した後、細胞表面のすべてのタンパク質をビオチン化し、ビオチン化されたタンパ
ク質をストレプトアビジンビーズで回収後、抗T7 抗体を用いウエスタンブロットにより検出した 
(図 1-3 (a) )。その結果、syntaxin-4 のバンドが検出されたことから、syntaxin-4 は細胞外表
面に提示されることが示唆された。また、1 次抗体を反応させる前にメタノールにより細胞に
穴をあける細胞透過処理をしなくてもsyntaxin-4 が免疫学的に染色されることから、
syntaxin-4 が細胞外表面に局在していることを確認した  (図 1-3 (b) )。1 次抗体は抗
syntaxin-4抗体および抗β-actin抗体を、2次抗体はCy3標識抗マウスIgG抗体およびalexa-
flour488 標識抗ラビットIgG抗体を用いた。1 次抗体を反応させる前にメタノール処理を行っ
た場合、細胞内にのみ発現しているβ-actinおよびsyntaxin-4が染色された (図 1-3 (b) 左)。
一方で 1 次抗体を反応させた後にメタノール処理を行った場合は、細胞内にのみに発現して
いるβ-actinは染色されず、syntaxin-4 のみ染色されていた (図 1-3 (b) 中)。また、同処理で
2次抗体のみを反応させた場合、syntaxin-4も染色されなかった (図 1-3 (b) 右)。なお、この
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実験においてはシクロへキシミドによる刺激は与えていない。つまり、HaCaT細胞において
syntaxin-4 は細胞膜の細胞質側に発現しているのみでなく、常時一部のsyntaxin-4 が細胞
の外側表面にも提示されていると考えられた。 
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角化誘導に伴うsyntaxin-4の細胞外提示促進 
 
  角化というステップは非常にダイナミックな形態および質の変化を伴う 10,63-65。このダイナ
ミックな変化に伴いさらにsyntaxin-4の細胞外提示が促進されているのではないかと私 
は考えた。表皮では最外層側の方が基底膜側の細胞よりも細胞内のカルシウム濃度が高い
ことが知られており、また、細胞内のカルシウム濃度が上昇することにより、角化に関与する
カルシウム依存性の酵素類が活性化し角化のステップが進むことが知られている 10。そこで、
表皮細胞に細胞内カルシウム濃度を上げるカルシウムイオノフォアを作用させ、強制的に角
化を誘導させた際に、細胞外に提示されるsyntaxin-4 の量が変化するか調べることとした。
表皮モデル細胞であるHaCaT細胞では常時一部のsyntaxin-4 が細胞外に提示されている 
(図 1-4 (a-f) )。さらに、HaCaT細胞においてカルシウムイオノフォアを作用させることにより角
化を誘導すると、syntaxin-4 の細胞外への提示が促進される傾向がみられた (図 1-4 
(g,h,i) )。 
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続いて、株化細胞であるHaCaT細胞だけでなく、初代培養皮膚表皮細胞NHEK細胞におい
てもsyntaxin-4 が細胞外へ提示されるのか調べることとした。細胞内のカルシウム濃度を上
昇させることで角化を誘導するカルシウムイオノフォアをNHEK細胞に作用させると、角化が
促進された際にみられる重層化が促進された (図 1-5)。 
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NHEK細胞においても常時syntaxin-4 が細胞外へ提示されているのか、さらに角化を誘導し
た際、細胞外syntaxin-4 の量が変化するのかを調べるために細胞表面染色を行った (図 1-
6)。その結果、NHEK細胞においても常時一部の細胞が細胞外にsyntaxin-4 を提示している
ことが明らかとなった (図 1-6 (a-i) )。さらに、NHEK細胞にカルシウムイオノフォアを添加する
と重層化した領域の上方の層において細胞外syntaxin-4 の強いシグナルを確認した。これよ
り、NHEK細胞においても細胞内のカルシウム濃度が上昇し角化が誘導されると共に、
syntaxin-4の細胞外提示が促進されることが明らかとなった。 
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表皮細胞においてsyntaxin-4は細胞外へ提示された後、自身あるいは近隣の表皮角化細
胞に対してepimorphin同様に角化に影響を与えている可能性が考えられる。そこで次に細
胞外に提示されたsyntaxin-4 が表皮角化細胞の角化に影響を与えるかのか調べることとし
た。 
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第 2節 細胞外syntaxin-4の角化への影響 
マウス胎児皮膚培養における細胞外syntaxin-4の影響 
 
 細胞外syntaxin-4の角化への影響を調べるために、膜結合領域およびSNARE領域を除い
たsyntaxin-4の細胞内で機能すると思われる領域であるhelix a,b,cのみの組換えタンパク質
を作製した (図 2-1)。 
 
 
 
 
作製した組換えタンパク質を用いて、表皮角化細胞における細胞外syntaxin-4の角化へ
の影響を調べることとした。最初にマウス胎児皮膚を用いてその影響を調べることとした。妊
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娠 13日目のマウスの胎児から採取した背中の皮膚を培地に浮かべた多孔性メンブレン上
へ置き、7日間培養した。培養 0日目の表皮は角質層が形成されておらず、表皮は 2~3層
しかない (図 2-2) 。 
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培養前 (0 日目) では表皮が 3層ぐらいで角質層は形成されていなかった。一方で 7日
間培養すると、表皮が厚くなり角質層も形成されていた。GFP組換えタンパク質を添加したサ
ンプルに比べ、syntaxin-4の組換えタンパク質を添加したサンプルでは、角質層が厚くなって
いた。そこで、この細胞外syntaxin-4による角質層の肥厚化誘導がsyntaxin-4の抗体により
阻害されるかどうか調べることとした。妊娠 13日目マウスの胎児皮膚を採取し、培地に浮か
べた多孔性メンブレン上に置き、培地にコントロール抗体としてAHF抗体を、もう一方には
syntaxin-4の抗体を 1 %の濃度で添加し 5日間培養した (図 2-3)。 
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培養 0日目では、表皮は 4-5層で角質層がなかった (図 2-3 (b) 左図) 。一方で 5日間培
養表皮が厚くなり角質層も形成されていた (図 2-3 (b) 中、右図)。コントロール抗体を添加し
たサンプルに比べ (図 2-3 (b) 中図) syntaxin-4の抗体を添加したサンプル (図 2-3 (b) 右
図) において角質層の形成が抑制されていた。以上の結果から、細胞外syntaxin-4は角化
を促進することが示唆された。 
 
 
細胞外syntaxin-4の組換えタンパク質のCCE形成への影響  
 
細胞外syntaxin-4は表皮細胞の角化を促進することが示唆されたことから、次に初代表皮
角化細胞NHEK細胞を用いてより詳細に解析を行うこととした。まずは、角化の過程でCCE
形成に重要な酵素TGase-1の発現およびCCE構成要素であるinvolucrinの発現量を調べ
た。皮膚表皮においてinvolucrinは基底層上層から発現し、TGase-1は有棘層から発現す
る。NHEK細胞にコントロールとしてGFP組換えタンパク質またはsyntaxin-4の組換えタンパ
ク質を添加し、2週間培養後ウエスタンブロットを行った (図 2-4 (a) )。 
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その結果、組換えタンパク質syntaxin-4は TGase-1およびinvolucrinのタンパク質発現量
を上げる傾向がみられた (図 2-4 (b-c) )。そこで次に、TGase-1やinvolucrinが関与する
CCE形成率について調べた。 
 
 
細胞外syntaxin-4の組換えタンパク質によるCCE形成への影響  
 
 細胞外syntaxin-4が表皮細胞のCCE形成を促進するか調べるために、NHEK細胞にコント
ロールとして組換えタンパク質GFPあるい組換えタンパク質細胞外syntaxin-4 を添加し 3 日
間培養後、細胞を回収し、カルシウムイオノフォアを添加することでCCE形成を誘導した (図
2-5)。その結果、組換えタンパク質細胞外syntaxin-4によりCCE形成が促進された。 
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以上のsyntaxin-4 の表皮角化に関する実験結果より、細胞外syntaxin-4 は角化を促進する
と考えられた。そこで、細胞外syntaxin-4 の角化促進作用を制御するアンタゴニストを作製す
るために細胞外syntaxin-4の角化促進における活性中心領域を明らかにすることとした。 
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第 3節 細胞外syntaxin-4の活性中心特定 
syntaxin-4の変異体とその活性 
 
細胞外における活性中心をepimorphinに関する知見から予想した。syntaxin-4 と
epimorphinのアミノ酸の相同性は 40%であるが 2 次構造は非常によく似ている 66。このこと
より、表皮角化細胞の角化に影響を与えるsyntaxin-4 の活性中心はepimorphinの活性中心
に相当する領域ではないかと推測した (図 3-1)。 つまり、syntaxin-4 の活性中心はアミノ酸 
103-108のAIEPQKではないかと考えた。 
そこでこれを明らかにするために変異体を作製し、その活性を調べることとした。 
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syntaxin-4 の活性中心を特定するために、syntaxin-4 を元にした 3 種のsyntaxin-4 変異
体を新たに作製した。syntaxin-4 の活性中心と予想した領域アミノ酸 103-108 のアミノ酸配
列AIEPQKを欠損させたsyntaxin-Δ 4、syntaxin-4 の推定活性中心領域をepimorphinの相
当する領域に置き換えたsyntaxin-(2) 4、およびsyntaxin-4 の活性中心の湾曲構造を変化さ
せる目的でsyntaxin-4 の活性中心領域の直前にグリシンを 4 個挿入したsyntaxin-G4 を作
製した (図 3-2)。 
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これらsyntaxin-4の変異体に細胞外へ提示されるシグナルペプチドを付加したものをレトロウ
イルスを用いてHaCaT細胞に導入した。発現確認のためにsyntaxin-4 の抗体を用いウエス
タンブロットを行った (図 3-3)。親株とカラベクター導入細胞ではsyntaxin-4 の発現量が同程
度であり、syntaxin-4強制発現細胞では発現量が上昇していた。3種のsyntaxin-4変異株で
もそれぞれの変異体の発現を確認することができた。 
 
 
 
 
 
次に、これらの細胞を用いて各種変異による細胞外syntaxin-4 の角化促進活性への影響を
調べた。細胞外syntaxin-4がCCE形成を促進することから、まずは、CCE形成に重要な酵素
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であるTGase-1 の発現量を調べた。その結果、syntaxin-Δ 4 のみTGase-1 の発現量が減
少していたが、その他の細胞においてはTGase-1 の発現量変化はなかった。TGase-1 は細
胞膜付近で機能を発揮することから、TGase-1 の局在が角化の制御に重要なのではないか
と考えTGase-1の局在について調べた (図 3-4)。 
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その結果、カラベクター導入細胞 (mock) ではTGase-1 は細胞質や細胞膜に局在していた。
これに対し、syntaxin-4 強制発現細胞ではほとんどが細胞膜付近に局在していた。変異体の
うちsyntaxin-Δ 4ではTGase-1の発現は確認できなかった。syntaxin-(2) 4ではTGase-1は
細胞質に局在しており、syntaxin-G4はmockと同じく細胞質と細胞膜に局在していた。これが
角化の制御に関与しているのではないかと考え、各種細胞におけるCCE形成率を調べた 
(図 3-5)。 
 
 
 
細胞外syntaxin-4はCCE形成を促進する。一方、syntaxin-Δ 4 とsyntaxin-(2) 4はCCE形
成を抑制した。また、syntaxin-G4はCCE形成を促進も抑制もしなかった(図 3-5)。 TGase-1
の発現および局在の結果とCCE形成率の結果を (図 3-6) にまとめた。 
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カラベクターを導入に対し、syntaxin-4強制発現はTGase-1の細胞膜付近への局在化促進
およびCCE形成を促進した。一方、syntaxin-Δ 4強制発現ではTGase-1の発現が確認でき
ずCCE形成は抑制された。このことより、細胞外syntaxin-4の表皮細胞の角化を促進すると
いう機能発揮には推定活性中心領域の 6つのアミノ酸 (AIEPQK) が必要であると考えられ
た。syntaxin-(2) 4強制発現ではTGase-1の発現は確認できたが、多くが細胞質に局在して
おり、CCE形成を抑制した。これより細胞外syntaxin-4の表皮細胞の角化を促進するという機
能発揮には推定活性中心領域の 6つのアミノ酸 (AIEPQK) が必要であると考えられた。推
定活性中心領域 (AIEPQK) の湾曲を変化させる目的で作製したsyntaxin-G4はTGase-1の
発現および局在、CCE形成において影響を及ぼさなかった。この結果より、細胞外syntaxin-4
が表皮角化を促進するという活性には推定活性中心領域付近の湾曲構造が重要である可
能性が考えられた。 
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第 4節 アンタゴニストの作製および効果検証 
アンタゴニスト作製 
 
細胞外syntaxin-4 の表皮角化促進における活性中心がhelix bの後方 6アミノ酸AIEPQK
であることおよび、syntaxin-4 に 2 次構造の似ているepimorphinのアンタゴニスト作製の知
見より直鎖状のペプチドよりも環状化したペプチドの方がよりアンタゴニスト活性が強かったこ
とを元にsyntaxin-4 のアンタゴニストの作製を試みた。epimorphinのアンタゴニストと同じよう
に活性中心アミノ酸と環状構造形成に必要なシステインに加えグリシンを 1 個挿入した
ST4n1 を基本に、これよりもリンカー領域が短く活性中心領域の湾曲が急なST4n0 および
ST4n1 よりもリンカー領域が長く活性中心領域の湾曲が緩やかなST4gabaを作製した。これ
ら 3種類の環状ペプチドのアンタゴニスト活性を調べることとした。 
 
 
CCE形成におけるアンタゴニスト効果検証 
 
まずは 2次元で培養した培養細胞を用い、CCE形成における 3種の環状ペプチドのアンタ
ゴニスト活性を調べた。CCE形成率計測に用いる細胞のsyntaxin-4 の発現確認を行った。
sig-T7-syntaxin4 強制発現HaCaT細胞において細胞外syntaxin-4 が強制発現されているこ
と、HaCaT細胞およびNHEK細胞において内在性のsyntaxin-4 が発現していることを確認し
た (図 4-1 (a) )。そこでこれらの細胞を用いて 3種の環状ペプチドのアンタゴニスト活性を調
べた (図 4-2 (b) )。その結果、どの細胞においてもST4n1が最も強いアンタゴニスト活性を発
揮することが明らかとなった。 
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3 次元培養皮膚モデルにおける細胞外syntaxin-4 およびアンタゴニスト
の効果 
 
次に、CCE形成において最もアンタゴニスト効果を発揮した環状ペプチドST4n1の 3次元
皮膚培養モデルにおけるアンタゴニスト活性を確認した (図 4-2)。 
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細胞外にsyntaxin-4を強制発現したHaCaT細胞を用い 3次元皮膚培養モデルを作製した。
その結果、コントロール (mock) に比べ角質層が肥厚化する傾向が見られたこと (図 4-2 
(a) 上段左、中) から、定量化を行った。表皮層における角質層の厚さの割合を算出した結
果、細胞外syntaxin-4は角質層肥厚化を誘導することが明らかとなった (図 4-2 (b) )。さら
にこの活性が環状化ペプチドST4n1により中和された (図 4-2 (a) 上段および (b) )。また
TGase-1は通常、基底層の細胞では発現しないが、細胞外syntaxin-4により基底層の細胞
においてもTGase-1の発現が見られた (図 4-2 (a) 下段)。DAPIで染色された細胞において
TGase-1を発現している細胞の割合を定量化した結果、細胞外syntaxin-4によりその割合
が上がることが明らかとなった (図 4-2 (c) )。さらにこれも環状化ペプチドST4n1により中和
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された。以上の結果より、細胞外syntaxin-4は角質層の肥厚化およびTGase-1の早期発現
を誘導することから、角化を促進すると考えられた。そこで次に、角化が促進され、角質の肥
厚化が促進されたマウスモデルにおいて環状化ペプチドST4n1がその角質肥厚化を抑制す
ることができるのか調べることとした。 
 
 
角質肥厚モデルにおける環状ペプチドST4n1の効果検証 
ヘアレスマウスの皮膚表面の角質層をテープではがすと角質および表皮の肥厚化が誘導
される。この際、syntaxin-4 の細胞外提示が促進され、細胞外へ提示されたsyntaxin-4 が角
化を促進させ角質肥厚化を誘導しているのであればこの角質肥厚化はsyntaxin-4 のアンタ
ゴニストである環状ペプチドST4n1 により抑制される可能性が高い。そこで角質をテープで剥
がすことで誘導される角質肥厚化に対する環状ペプチドST4n1 のアンタゴニスト活性を検証
することとした (図 4-3)。 
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7週齢メスのヘアレスマウスHR-1の背中皮膚右側半分にテープを張り剥がすという操作 (テ
ープストリッピング) を 15回繰り返した。15回テープストリッピングを行うと、皮膚表面のてか
りがまし、一部内出血が見られた (図 4-3 (a) 左下マウス皮膚背中拡大図)。その後、コント
ロール群には 50 %エタノールをST4n1 群には 50 %エタノールに溶解したST4n1 ペプチド 
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(10 μg/mL) 100 μL  を 1日 1回塗布し、5日後に皮膚を採取した。採取した皮膚をOCTコン
パウンドに包埋し凍結切片を作成後、ヘマトキシリンで染色を行った。未処理に比べテープス
トリッピングを行った後エタノールを塗布していたコントロールでは角質層が厚くなったのに対
し、ST4n1ペプチドを塗布していたマウスでは角質層の肥厚化は起こらなかった (図4-3 (b) )。
ヘマトキシリン染色を行った皮膚切片において角質層および表皮の厚さを測定し実際の厚さ
を算出した結果、テープストリッピングにより角質層および表皮の肥厚化が誘導されるがこれ
はST4n1により抑制されることが明らかとなった。このことから、テープストリッピングを行った
皮膚表皮において細胞外syntaxin-4 の量が増加し、これにより促進される角化がペプチド
ST4n1により抑制される可能性が考えられる。 
続いて、テープストリッピング以外の角質肥厚誘導モデルとして低マグネシウム飼料による角
質肥厚誘導におけるペプチドST4n1の効果を検証した (図 4-4)。
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4週齢メスのヘアレスマウスHR-1に 40日間低マグネシウム飼料を与え、角質肥厚を誘導し
た (図 4-4 (a) )。40日間低マグネシウム飼料を摂取したマウスは皮膚表面のシワが増え乾
燥している様子であった。その状態から 30日間 50 %エタノールに溶解したペプチドST4n1 
(10 µg/mL) 100 µLを塗布し (プラセボ群には 50 % エタノールを塗布)、角質肥厚が抑制さ
れるか調べた。処理後のマウスの凍結切片を作製し、これらの切片をヘマトキシリンあるい
はDAPIで染色を行った (図 4-4 (b,c) )。その結果、コントロールではヘマトキシリンでは染色
されないがDAPIでは染色される核が出現するのに対し、ペプチドST4n1を塗布した群にお
いてはそのような特殊な核は確認されなかった。このような特殊な核は、HaCaT細胞にカル
シウムイオノフォアを作用させ、強制的にCCE形成を誘導した際にもみられる (図 4-4 (f) )。
さらに、ST4n1が角質肥厚を抑止するか調べるために、作製したマウスの皮膚切片において
角質層および表皮層の厚さを計測したが、プラセボとST4n1塗布群間での差はなかった(図
4-4 (e) )。 
以上のsyntaxin-4 のアンタゴニスト検証に関する実験結果をまとめると、環状化ペプチド
ST4n1 がCCE形成測定において細胞外syntaxin-4 の角化を促進するという活性を中和した
こと、細胞外にsyntaxin-4 を強制発現したHaCaT細胞を用いて作製した 3 次元皮膚培養モ
デルにおいて、角質層の肥厚化およびTGase-1 の発現上昇という細胞外syntaxin-4 の活性
を中和したこと、さらに内在的に細胞外syntaxin-4 の発現が上昇していると思われる角質肥
厚モデルにおいて、テープストリッピングの系では角質肥厚や表皮の肥厚化をST4n1 ペプチ
ドが抑制し、低マグネシウムモデルマウスにおいてはST4n1 ペプチドが異常なCCE形成を抑
制した。 
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第 6章 考察 
 
syntaxin-4の細胞外への局在変化について 
 
今回の結果よりsyntaxin-4 は皮膚表皮層の表皮角化細胞に発現しているが、切断分泌は
されないことが明らかとなった。epimorphinの分子量は 34 kDaであり切断サイトで切断され
ると 30 kDaとなる。この際の切断にはMMP-14 が関与していると言われており、その切断に
はepimorphinの膜貫通領域から 20 番目の切断領域直後のヒスチジン残基が必須である。
epimoirphinと同じsyntaxinファミリータンパク質でepimorphinと同じように細胞膜にアンカー
されているsyntaxin-1 も細胞外へ分泌されない。syntaxin-1 ではepimorphinの切断サイトに
相当する領域の直後のアミノ酸がヒスチジンではなくアルギニンである。epimorphinの切断
サイト直後のヒスチジンをアルギニンに置換すると細胞外へ分泌されにくくなり、syntaxin-1で
epimorphinの切断サイトに相当する領域の直後のアルギニンをヒスチジンに置換した
syntaxin-1 は細胞外に分泌されるようになる 67。syntaxin-4 はepimorphinの切断サイトに相
当する領域の直後のアミノ酸がsyntaxin-1 と同じくアルギニンであり、切断されにくい配列で
あった。よって、syntaxin-4 は配列から考えても切断分泌はされない可能性が高いと予想さ
れる。 
一方で、今回のHaCaT細胞およびNHEK細胞の実験結果から、常時一部のsyntaxin-4 が細
胞外へ提示されており、角化の過程で生じる細胞内のカルシウム濃度上昇によりsyntaxin-4
の細胞外提示が促進されることが明らかとなった。表皮組織において細胞外のsyntaxin-4 の
みを染色することが困難であり、実際に染色できていないが、表皮において外側の層の細胞
ほどカルシウム濃度が高いことから 10,11、実際の表皮組織では上の層ほどsyntaxin-4 が細
胞の外へ提示されていると予想される。syntaxin-4 は角化が起こる表皮角化細胞自身が発
現していることから、細胞の外へと提示された後、切断されなくともそのまま接している周りの
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細胞あるいは自身の受容体に作用することでシグナルを伝達していると考えられる。 
そのsyntaxin-4 の細胞外提示の経路についは、まだ明らかになっていない。しかし、
syntaxin-4はepimorphinと 2次構造および細胞での局在が似ていることから、syntaxin-4 も
epimorphiのように細胞膜上でホスファチジルセリン・アネキシン・シナプトタグミンと複合体を
形成しており、細胞外からのカルシウム流入刺激によるホスファチジルセリンの反転に伴い
細胞外へ提示されている可能性が考えられる 47。epimorphin以外にもこの機構によりシグナ
ルペプチドを持っていないIL-1βやFGF1 も細胞外へ分泌されることが報告されている 40。 
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細胞外 syntaxin-4の活性中心特定について 
 
 通常、細胞内で小胞輸送を媒介しているsyntaxin-4 が細胞外へ提示され角化を促進す
ることが明らかになった。角化促進に関与する細胞外syntaxin-4 の活性中心を特定するため
に、今回 3 種の新たなsyntaxin-4 変異体を作製しその活性を調べた。その 3 種類とは、
syntaxin-4 の推定活性中心領域 (アミノ酸:103-108) を欠損させたsyntaxin-Δ 4、syntaxin-
4 の推定活性中心領域をepimorphinの相当する領域に置き換えたsyntaxin-(2) 4、および
syntaxin-4 の活性中心の湾曲構造を変化させる目的でsyntaxin-4 の活性中心領域の直前
にグリシンを 4 個挿入したsyntaxin-G4 である。syntaxin-4 がCCE形成を促進することから
CCE形成に重要な酵素であるTGase-1 の発現を調べたが、予想に反しsyntaxin-Δ 4 以外
の変異体はsyntaxin-4 を強制発現した細胞における発現量と変わらなかった。一方で
syntaxin-4 の変異体を強制発現した細胞ではsyntaxin-4 強制発現細胞とはTGase-1 の局
在が異なり、細胞膜に局在しているTGase-1 の量が多いほどCCE形成が促進されるという
結果となった。TGase-1は前駆体でも活性を持つがカルパインというタンパク質により限定分
解されることにより活性が高くなる 68。皮膚の切片染色で活性化されたTGase1 が上層ほど
細胞質ではなく細胞膜に強く発現していること 69から活性の高いTGase-1は細胞質から細胞
膜へ移行されると考えられる。今回の結果から考えるとsyntaxin-4はTGase-1の局在変化ま
たはTGase-1 をより活性化させるカルパインの発現に関与するシグナルを細胞に送っている
のかもしれない。 
さらに、3種の変異体のCCE形成における活性を調べた結果、syntaxin-4の活性中心を除い
たsyntaxin-Δ 4 およびsyntaxin-4 の推定活性中心をepimorphinの活性中心へ置き換えた
syntaxin-(2) 4 はsyntaxin-4 とは逆にCCE形成を抑制した。また、syntaxin-G4 はCCE形成
において活性を発揮しなかった。これら変異体の活性発揮のメカニズムはまだ明らかとなって
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おらず、いくつもの可能性が考えられる。まず、syntaxin-Δ 4 に関してだが、例えばsyntaxin-
Δ 4 が内在性のsyntaxin-4 と多量体を形成することでsyntaxin-4 の受容体に結合できなくな
り、細胞にシグナルを送れなくなっている可能性が考えられる。syntaxin-4 と同じファミリータ
ンパク質であるsyntaxin-1 は多量体を形成することが報告されており、syntaxin-1 に 2 次構
造が類似しているepimorphinおよびsyntaxin-2も多量体を形成する可能性が考えられる 70。
syntaxin-(2) 4 に関しては、活性中心配列がepimorphinの活性中心であることから、
epimorphinの受容体に作用している可能性が考えられる。また、syntaxin-Δ 4の場合と同様、
内在性のsyntaxin-4 と多量体を形成することでsyntaxin-4 の受容体に結合できなくなり、細
胞にシグナルを送れなくなっている可能性も考えられる。最後に、syntaxin-G4が活性中心配
列を持っているのにも関わらずsyntaxin-4 としての活性を発揮しなかった要因としては、活性
中心配列の直前にグリシンを 4 個挿入したことで活性中心部分の構造が変化した可能性が
考えられる。今回の実験結果でもepimorphinのアンタゴニストの活性を調べた実験 48におい
ても、リンカーの長さを変化させるだけでアンタゴニスト活性が変化したことから、活性発揮に
は活性中心配列の配列だけではなく立体構造が重要であると予想される。 
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細胞外 syntaxin-4 の角化促進およびそのアンタゴニストにつ
いて 
 
細胞外syntaxin-4 は胎児の皮膚培養において角質層形成を促進し、細胞培養系では
CCE形成を促進し、3 次元皮膚培養モデルにおいては角質層形成促進および通常よりも早
い段階でTGase-1 の発現を誘導することが明らかとなった。また、syntaxin-4 の変異体の実
験結果よりsyntaxin-4 の角化促進における活性中心を特定し、活性中心をもとにしたアンタ
ゴニストペプチドを作製した。その中で最もアンタゴニスト活性が強かったST4n1はテープスト
リッピングによる角質層の肥厚化を抑制することが明らかとなった。ST4n1はsyntaxin-4のア
ンタゴニストとしての効果を発揮することから、テープストリッピングを行った皮膚表皮におい
ては通常よりも多くのsyntaxin-4が細胞外へ提示され、これにより角化が促進されたとも考え
られる。実際、テープストリッピングを行った表皮ではカルシウムの勾配が崩れることが報告
されている 81。このことからも、テープストリッピングの刺激により通常カルシウム濃度が低い
細胞層においてもカルシウム濃度が高くなり、通常syntaxin-4 が細胞外へ出ていない層の細
胞でもsyntaxin-4が細胞外へ提示され角化を促進した可能性があると考えられる。さらに、ペ
プチドST4n1 は低マグネシウム飼料をマウスに与えた際に誘導される異常なCCEの形成を
抑制することが明らかとなった (図 4-4)。コントロールではヘマトキシリンでは染色されないが
DAPIでは染色される核が出現するのに対し、ペプチドST4n1を塗布した群においてはそのよ
うな特殊な核は確認されなかった。このような特殊な核は、HaCaT細胞にカルシウムイオノフ
ォアを作用させ、強制的にCCE形成を誘導した際にもみられる (図 4-4 (f) ) このことからこれ
らのヘマトキシリンでは染色されないがDAPIでは染色される核を持つ異常な細胞は急激な
角化誘導により出現した可能性が考えられる。実際、低マグネシウム飼料を投与されている
マウスの表皮では、マグネシウム量の低下によりカルシウムポンプの機能が低下し、細胞の
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カルシウム濃度が変化することが報告されており 72、急激な角化誘導が起こっている可能性
が考えられる。以上の結果より、ST4n1 は角化が過剰に促進されているような病変において
機能を発揮する可能性が高い。角化が過剰に促進されている病変としては乾癬やアトピー性
皮膚炎などがあげられる 71,73,74。実際にこれらの病変においてST4n1 が機能するかを確か
めるにはまずは乾癬誘発モデルマウス 75-78においてST4n1 の効果を検証することが有効で
あると考えられる。乾癬を発症している皮膚においては細胞外syntaxin-4により誘導されるよ
うなTGase-1の発現上昇が見られることが報告されており 82、このことからもsyntaxin-4が乾
癬発症に関与している可能性が高いと考えられる。乾癬ではTGase-1 の発現上昇以外に
STAT (signal transducers and activator of transcription) -3 がリン酸化を受けることにより
活性化し核へ移行しこれが転写因子として細胞増殖や分化および生存に関与することが報
告されている 83。STAT-3 が活性化される経路の一つとしてEGFR、JAK、STAT-3 のリン酸
化という経路が報告されており、またTGase-1 の発現上昇ではEGFR、MEK-1/2、ERK-1/2
経路が活性化されるという報告があること 84からsyntaxin-4によってもこれらの同じ経路が活
性化されている可能性が考えられる。上流の受容体についてはまだ明らかとなっていないが、
syntaxin-4 に 2 次構造がよく似ているepimorphinの受容体がインテグリンα v β 1 であると
いうこと 47から、syntaxin-4の受容体もインテグリンである可能性も考えられる。 
 
 
 
 
   
 
 
 
86 
細胞外 syntaxin-4のアンタゴニストの医療応用について 
 
syntaxin-4が角化を促進し、ST4n1 というペプチドが細胞外syntaxin-4の効果を中和する
アンタゴニスト活性を発揮することが明らかとなった。以前の研究で角化が抑制されたニキビ
様の症状がepimorphinのアンタゴニストEPn1により予防できることが明らかとなっている 48。
syntaxin-4 はepimorphinとは逆で角化を促進し、角質層の肥厚化を誘導することから、角質
層の肥厚化が誘導されることが明らかとなっているアトピーや乾癬などの病変 71,73,74 におい
て、もしsyntaxin-4 が正常な皮膚よりも多量に細胞外へ提示されているとすれば、アンタゴニ
ストST4n1によりこれらの病変を抑制できる可能性が高い (図 6-1)。 
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皮膚に塗布する場合、一般的に角層を透過できるのは、分子量 500 以下で使用性が適度に
高いものだと言われている。しかし、これらの条件はバリア機能が破壊されていない正常状
態の皮膚での吸収を想定したもので、全身性の薬剤治療効果を狙ったものである。実際、ア
トピー性皮膚炎に適応のあるアレルギーの免疫反応を抑えるタクロリムス軟膏は分子量が約
822 であるが優れた臨床成績を残している 71。ST4n1 は分子量約 950 で水溶性が高いとい
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う特性があるが、過剰な細胞外syntaxin-4 により急激に角化が促進され角質層が肥厚化し
ている状態でバリア機能が破壊されている皮膚では吸収されると想定される 19。また、ST4n1
はin vitroにおいて非常に安定であるが、in vivoでは生体内のプロテアーゼにより分解されや
すいため、塗布した部位でのみ効果を発揮する可能性が高い。実際に、細胞外syntaxin-4が
アトピー性皮膚炎や乾癬に関与しており、ST4n1 がそれを治療することができれば、有効な
新しい予防・治療薬となる。今後、これらの疾患と細胞外syntaxin-4 との関連を明らかにし、
細胞外syntaxin-4がどのような経路に関与しているのか調べる必要があると考えられる。 
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第 8章 付録 
 
 本研究の内容は Biochemical and Biophysical Research Communicationおよび
Molecular Medicineに投稿し、査読を経て掲載された。次ページから  「The impact of 
extracellular syntaxin-4 on HaCaT keratinocyte behavior 」  および 「 Extracellularly 
Extruded syntaxin-4 Is a Potent Cornification Regulator of Epidermal Keratinocytes」を付
録として添付する。 
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